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摘要 :【 8 49] x oc XARRA Bombyx mori 油 蚕 突变 体 的 一 种 ,经 典 遗 传 学 连锁 图 谱 已 经 将 
oc 突变 基因 定位 在 5 号 染色 体 40.8 cM 座位 。 本 研究 旨 在 对 oc 突变 体 候选 基因 进行 精细 定位 并 
克隆 ,探究 oc 性 状 形成 的 分 子 机 制 。【 方 法 】 以 油 在 oc 突 交 品系 和 野生 型 家 蛋品 系 大 造 (Dz) 为 亲 
本 ,其 杂交 产生 的 下 代 雄 性 个 体 与 oc 突变 的 雌性 个 体 进行 回 交 得 到 的 1397 k BC 代 个 体 为 定位 
材料 ,以 家 看 已 经 报道 的 基因 组 序列 为 参考 设计 markers, 通过 亲本 及 OF, 代 个 体 第 选 多 态 性 
markers ,并 利用 多 态 性 markers 和 BC, 代 个 体 对 oc 突变 基因 进行 精细 定位 。 通 过 半 定 量 RT-PCR 
和 实时 荧光 定量 PCR( qPCR ) 筛选 oc 紧密 连锁 区 间 内 的 候选 基因 ,确定 目标 候选 基因 ,继而 克隆 和 
测序 该 基因 ,分 析 油 看 oc 突变 的 原因 。 【结果 】 利 用 1 397 头 BC, 代 个 体 和 11 对 有 效 的 多 态 性 
markers 将 oc 突变 基因 定位 在 MIO 5 M11 两 个 markers 之 间 , 物 理 图 谱 距 离 大 约 为 234 kb, it 
家 乔 基 因 组 数据 库 对 oc 连锁 区 域内 的 基因 进行 检索 发 现 该 区 域 有 5 个 预测 基因 。 对 这 5 个 预测 
基因 在 10 个 家 看 品 系 中 进行 的 表达 分 析 发 现 ,只 有 BGIBMGA003572 基因 在 oc 突变 个 体 体 壁 的 表 
达 量 明显 比 正常 个 体 中 的 低 。 通 过 基因 的 同 源 分 析 发 现 该 基因 编码 的 蛋白 和 人 类 单 凑 酸 转运 蛋白 
9( 可 能 的 尿酸 转运 蛋白 ) 是 同 源 蛋 白 ,推测 其 为 oc 突变 的 候选 基因 。 对 BGIBMGA003572 进行 的 克 
隆 和 测序 结果 显示 其 编码 序列 有 5 个 和 氨基酸 在 oc 突变 体 中 发 生 了 突变 。【 结论 ) 通 过 定位 克隆 ,本 
研究 将 oc 突变 基因 定位 在 了 234 kb 的 紧密 连锁 区 间 , 其 中 编码 单 小 酸 转 运 蛋 白 9 的 
BGIBMGAO003572. 可 能 和 oc 突变 体 的 表 型 有 关 。 
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Abstract: [ Aim] The chinese translucent (0c) mutant is one of the translucent mutants in the silkworm, 
Bombyx mori. lts responsible gene has been mapped at 40. 8 cM on chromosome 5. The purpose of this 
study is to fine map and clone the candidate gene for oc mutation and to explore the molecular mechanism 
of the oc mutant. [Methods] A BC, generation was got by hybridizing male F, (the mutant strain oc x the 
wild-type strain Dz) with female oc. The markers were designed according to reference genomes, and 


those showing polymorphism between oc and Dz were used for the genetic analysis of 1 397 BC, 
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individuals. The candidate genes in the oc tightly linked region were analyzed by semi-quantitative RT- 
PCR and qPCR, and the target candidate gene was identified, cloned and sequenced. The cause of oc 
mutation was analyzed. [Results] The oc locus was mapped to the 234 kb region between markers M10 
and M11 using 1 397 BC, individuals and 11 polymorphic markers. There are five predicted protein- 
coding genes in this region. The expression analysis of the five predicted genes in the integument of ten 
strains of B. mori indicated that only BGIBMGAO003572 was severely suppressed in the oc mutant as 
compared with in the wild-type strain. The sequence homology analysis indicated that the encoded protein 
of BGIBMGAO003572 is homologous to the human monocarboxylate transporter 9, a possible uric acid 
transporter, which might be the candidate gene for oc mutation. The cloning and sequencing results of 
BGIBMGAO03572 showed that five amino acids changed in the oc mutant as compared with the wild-type 
strain. [Conclusion] In this study, the oc locus was mapped to the 234 kb region by positional cloning 


technique, in which BGIBMGAO003572 encoding a monocarboxylate transporter 9 might contribute to the 


phenotype of oc mutant. 


Key words; Bombyx mori; translucent mutant; uric acid; oc mutant; fine mapping 


昆虫 在 进化 中 形成 了 各 种 各 样 的 体 色 ,绚丽 多 
彩 的 体 色 赋予 了 昆虫 优越 的 环境 适应 能 力 ,与 昆虫 
JE. 躲避 天 敌 、 求 偶 以 及 生殖 密切 相关 (True， 
2003; Joron et al., 2006; Anstey et al., 2009; Wittkopp 
and Beldade, 2009). 。 昆 虫 的 体 色 根据 成 因 可 以 分 
为 结构 色 和 人 色素 色 (Vukusic, 2006; Shamim et al., 
2014) ,其 中 色素 色 是 昆虫 体 色 多 样 性 最 重要 的 原 
因 。 色 素 色 是 由 色素 物质 在 昆虫 体 壁 沉积 而 显现 的 
颜色 ,色素 物质 主要 包括 黑色 素 、 眼 色素 和 唆 叭 类 色 
Z (Shamim et al., 2014) 。 除 此 之 外 ,类 衣 葛 卜 素 
( Hirayama et al., 2008) 黄酮 类 色素 (Tabunoki et 
al., 2002) 以 及 尿酸 (Hu et al., 2013 ) 也 影响 昆虫 体 
色 的 形成 。 

Zi Bombyx mori d WEW H ( Lepidoptera ) 昆虫 
的 模式 生物 ,决定 家 看 幼虫 体 色 的 主要 色素 也 是 黑 
色素 .眼色 素 和 哄 叭 类 色素 (Kato et al., 2006; Nie et 
al., 2014)。 除 了 这 些 色 素 外 ,其 体 壁 中 的 尿酸 盐 颗 
粒 对 幼虫 体 色 的 形成 也 很 重要 ,有 研究 报道 家 和 看 幼 
虫 体 壁 中 尿酸 含量 占 整个 体 壁 干 重 的 11% (Tamura 
and Sakate, 1983)。 家 看 幼虫 体 壁 由 于 尿酸 的 积累 
呈现 白色 或 者 不 透明 。 目 前 报道 ,大 约 有 40 多 种 家 
春 品 系 由 于 基因 突变 而 导致 体 壁 中 的 尿酸 含量 减 
少 , 这 类 突变 体 被 称 为 油 看 (向 仲 怀 等 , 2005), i 






























































合成 ,其 中 一 部 分 被 转运 到 体 壁 细胞 中 储存 , 另 一 部 
分 随和 看 沙 排出 体外 。 从 尿酸 合成 到 在 体 壁 细胞 积累 
过 程 中 的 每 一 步 出 现 问 题 都 可 能 导致 家 春 体 壁 尿 酸 
含量 减少 ,形成 油 看 突变 体 。 例 如 oq, og 和 oya 突 
变 体 是 由 于 脂肪 体 中 的 黄 嗓 哈 脱 氧 酶 活性 降低 或 缺 
失 导 致 尿酸 合成 减少 或 者 不 合成 ,从 而 使 体 壁 细胞 
中 尿酸 含量 减少 引起 的 (K6moto, 2002; Kómoto et 
al., 2003; Fujii et al., 2016) ;w-3" , os 和 ok 是 由 于 
编码 尿酸 转运 蛋白 的 基因 发 生 突变 引起 的 ( Kómoto 
et al., 2009; Kiuchi et al., 2011; Wang et al., 
2013b) ;ov, od, ow 和 otm 是 由 于 体 壁 细胞 中 尿酸 
颗粒 不 能 正常 形成 引起 的 (Ito et al., 2009; Fujii et 
al., 2010; Wang et al., 2013a; Zhang et al., 2017) 。 
虽然 这 几 个 油 春 突变 基因 已 经 被 克隆 ,但 是 家 看 尿 
酸 代谢 机 制 还 没有 完全 阐释 。 

ilf oc 突变 体 又 称 为 中 国 油 和 蛋 (chinese 
translucent) ,其 基因 座位 于 5 号 染色 体 40.8 cM 处 
(向 仲 怀 等 , 2005) ,其 体 壁 尿酸 含量 中 等 且 分 布 均 
匀 ( 如 图 1 所 示 ), 是 中 度 油 看, 至今 尚未 被 定位 克 
隆 解析 其 突变 原因 。 日 本 科学 家 Tamura 和 Akai 
(1990) 通 过 体 壁 细胞 的 亚 显 微 结构 分 析 , 发 现 oc R 
变 体 体 壁 细胞 中 的 尿酸 颗粒 数量 和 对 照 组 处 于 相同 
水 平 ,但 是 尿酸 颗粒 大 小 比 对 照 组 小 ,他 们 推测 oc 























































































































和 蛋 突 变 基因 的 克隆 及 研究 对 了 解 昆虫 尿酸 代谢 及 体 
色 形成 机 制 有 重要 的 意义 。 通 过 经 典 的 遗传 连锁 分 
析 , 已 经 有 20 多 个 油 和 蛋 基 因 被 定位 在 染色 体 上 ( 重 
成 等 , 2003)。 随 着 家 看 基因 组 测序 的 完成 以 及 家 
看 基因 定位 克隆 技术 的 成 熟 ,有 多 种 油 看 基因 被 克 
隆 , 并 进行 了 功能 分 析 。 尿 酸 主 要 在 家 看 脂肪 体 中 
























































突变 体 可 能 是 由 于 尿酸 到 体 壁 细胞 的 运输 障碍 引起 
的 。 为 了 了 解 oc 突变 体形 成 的 机 理 ,本 研究 以 oc 
突变 品系 和 野生 型 大 造 (Dz) 家 看 品系 为 亲本 ,通过 
杂交 产生 的 F, 代 雄性 个 体 与 oc 突变 的 雌性 个 体 进 
行 回 交 得 到 的 BC, 代 个 体 作 为 定位 材料 ,以 家 看 已 
经 报道 的 基因 组 序列 为 参考 设计 markers, 通 过 亲本 
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图 1 WEWEKA Dz(oc* /oc* )(A) 和 油 看 突 
变 品 系 oc(oc/oc)(B) 5 龄 幼虫 表 型 
Fig. 1 Phenotypes of the 5th instar larvae of the wild-type 
strain Dz (oc /oc* ) (A) and the oc mutant 


strain (oc/oc) (B) of Bombyx mori 


R F, 代 个 体 筛 选 多 态 性 markers ,进一步 利用 多 态 
性 markers 对 oc 突变 基因 进行 精细 定位 。 得 到 其 候 
选 基因 后 ,利用 生物 信息 学 等 方法 对 候选 基因 进行 
鉴定 ,为 后 续 克 隆 oc 突变 基因 及 阐明 突变 机 理 打下 
基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

本 研究 所 用 野生 型 家 乍 大 造 (Dz) RE s oc, oe 
和 ok 突变 品系 以 及 生产 品种 c108 和 872, RA 
K31 、 耐 氟 品 系 T6 .Tuerqi( 土 耳 其 ) , 28 ài Fl 等 家 看 
品系 均 由 西南 大 学 家 看 基因 库 提 供 , 它 们 的 基因 型 
分 别 是 :Dz(oc'*/oc*), oc(oc/oc) , oe(oc'/oc’ ), 
ok( oc* /oc* ), c108 ( oc* 7oc* ), 872 (oc' 7oc* ) , 
K31 (oc * /oc* ) , T6(oc* /oc* ) , Tuerqi( oc ' /oc * ) fll 
Fl(oc 《Loc  ) 。 分 别 按照 光 周 期 12D: 12L 41 257C 5$ 
规 桑 叶 饲 养 。 
1.2 尿酸 含量 测定 

收集 家 看 Dz 和 oc 5 龄 第 4 天 幼虫 的 血 淋 巴 ,每 
个 品系 收集 3 管 作为 生物 学 重复 ,保存 于 -80C 冰 
箱 备用 。 解 剖 家 人 春 Dz 和 oc 5 龄 第 4 天 幼虫 的 体 壁 
(背部 第 3 -8 体 节 ) ,去 除 脂肪 体 和 气管 ,经 过 超 纯 
水 清洗 后 , 置 于 玻璃 培养 四 中 ,在 90C BET 3 ho 分 
别 将 Dz 和 oc 烘 干 的 体 壁 混合 置 于 1.5 mL 的 离心 
管 中 用 剪刀 剪 碎 , 称 取 等 重量 (0.02 g) Dz 和 oc 的 
体 壁 ,分 别 加 入 等 体积 的 超 纯 水 ,水 浴 锅 煮沸 20 
min ,常温 12 000 x g 离心 30 min ,吸取 上 清 液 。 按 


照 上 面 的 方法 重复 提取 沉淀 中 的 尿酸 ,最 后 把 两 次 
提取 的 上 清 液 混合 并 稀释 60 倍 用 于 下 一 步 尿 酸 含 
量 的 测定 。 每 个 品系 的 体 壁 取样 3 次 作为 生物 学 重 
复 。 每 管 血 淋巴 直接 稀释 20 倍 用 于 尿酸 的 测定 。 
尿酸 测定 按照 尿酸 测试 试剂 盒 ( BioAssay Systems, 
美国 ) 的 方法 进行 。 
1.3 定位 材料 的 配置 

野生 型 家 看 Dz 和 突变 体 oc 作为 亲本 杂交 得 到 
F, 代 , 用 记 代 的 雄 蛾 与 突变 体 oc 的 峻 蛾 进行 回 交 
得 到 BC, 代 个 体 作 为 定位 的 材料 。 分 别 取 100 k 5 
龄 第 3 天 亲本 Dz 和 oc, 以 及 代 保存 在 -80% vk 
箱 备 用 。BC, 代 在 5 龄 第 3 天 后 分 辩 表 型 ,将 正常 
表 型 和 油 重 表 型 个 体 分 开 保存 于 -80% 冰箱 备用 。 
1.4 基因 组 的 提取 

家 看 基因 组 的 提取 方法 按 DNA 自动 提取 仪 
(Kurobo-PI1200 ,日 本 ) 提取 小 鼠 尾 巴 基 因 组 DNA 
提取 方案 的 说 明 书 进行 。 样 品 DNA 溶解 在 TE 中 ， 
利用 分 光 光 度 计 抽样 检测 基因 组 DNA. 浓度 和 纯度 。 
1.5 多 态 性 markers 的 筛选 及 oc 突变 基因 的 定位 

以 家 看 已 经 报道 的 5 号 染色 体 上 的 基因 组 序列 
为 参考 (http: // silkworm. genomics. org. cn/) ,利用 
NCBI 引物 设计 工具 Primer-BLAST ( https: // www. 
ncbi. nlm. nih. gov/tools/primer-blast ) 设计 引物 ,分 别 
提取 3 头 亲 本 Dz F oc, AK F, 代 个 体 的 基因 组 
DNA ,将 它们 各 自 混 合 后 作为 模板 进行 PCR 扩 增 反 
应 。PCR 扩 增 体系 (10 uL): 超 纯 水 5.1 uL, 10 x 
PCR buffer 1 uL, 2. 5 mmol/L dNTPs 0.8 uL, Taq 
酶 (TaKaRa)0.1 uL, 基因 组 模板 1 pL, 2 umol/L 
引物 (F/R)2 pL。 扩 增 条 件 : 94%C 3 min; 94C 30 
s, 55 ~60%C 30 s, 72C 45 s, 30 ~35 个 循环 ;72%C 
终 延 伸 10 min; PCR 产物 经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 
后 ,筛选 存在 产物 长 度 多 态 性 的 引物 作为 多 态 性 
markers 用 于 连锁 分 析 。 

将 筛选 出 来 的 多 态 性 marker, 以 1 397 头 BC, 
代 单 头 个 体 的 基因 组 DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ， 
PCR 反应 体系 和 反应 条 件 同 上 文中 多 态 性 markers 
筛选 的 体系 和 条 件 。PCR 产物 经 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 
检测 后 记录 BC, 代 个 体 的 条 带 类 型 。 将 BC, 代 正 
常 表 型 个 体 中 只 出 现 与 亲本 oc 突变 体 一 样 条 带 的 
个 体 视 为 交换 个 体 ,将 BC, 代 突 变 表 型 个 体 中 出 现 
E F, 代 个 体 一 样 条 带 的 个 体 视 为 交换 个 体 ,并 将 分 
析 结 果 记 录 在 Excel 中 ,按照 markers 之 间 的 距离 越 
近 发 生 交换 的 概率 越 小 ,反之 越 大 ,最 后 构建 oc R 
变 基因 的 连锁 图 谱 。 
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1.6 oc 突变 基因 连锁 区 间 内 候选 基因 的 分 析 

利用 家 看 基因 组 数据 库 SilkDB (http: / 
silkworm. genomics. org. cn/) 对 oc 连锁 区 间 内 的 候 
选 基因 进行 检索 并 下 载 候选 基因 序列 ,通过 NCBI 
数据 库 (https: /www. ncbi. nlm. nih. gov/) 的 同 源 
比 对 进一步 确定 候选 基因 序列 。 最 后 利用 在 线 预 
Mj 软件 Pfam ( http: / pfam. xfam. org/search # 
searchSequenceBlock ) 对 候选 基因 编码 蛋白 质 的 结 
构 域 进行 预测 。 

为 了 比较 oc 突变 基因 连锁 区 间 候 选 基因 表达 
量 的 差异 ,提取 5 龄 第 3 天 Dz, oc, c108, 872, 
K31, T6, Tuerqi( 土耳其 ) , oe, ok FI FI $ ih IREE 
RNA ,提取 方法 参照 Triozl ( Roche) 试剂 说 明 书 。 利 
用 反 转 录 试 剂 盒 (Promega) 对 RNA 进行 反 转 录 , 合 





























成 cDNA。RT-PCR 体系 和 条 件 跟 1.5 节 中 多 态 性 
markers 筛选 的 PCR 体系 和 条 件 相同 ,内 参 基 因为 
BmRpl3 ( GenBank 登录 号 : NM_001043661. 1) 。 内 
参 基因 设 定 PCR 循环 为 25 个 循环 ,候选 基因 35 个 
循环 。 qPCR 体系 (20 pL) :SYBR premix EX Taq II 
10 uL(TaKaRa) , cDNA 模板 2. 5 uL, 2 pmol/L 5] 
物 (F/R) 4.0 uL, 超 纯 水 3.5 uL. I MATE .95C 
预 变性 6 min; 95?C 变性 15 s, 59*C 退火 30 5,40 个 
循环 ;95% 15 s, 59*C 20 s, 95*C 10 s。 内 参 基 因为 
BmRpl3, RT-PCR 和 qPCR 引物 见 表 1; 基因 的 表达 
水 平 采用 相对 定量 的 方法 ,内 参 基 因为 BmRpl3 
(GenBank 登录 号 : NM_001043661.1) ,采用 2 ^^*" 
法 确定 目标 基因 的 相对 表达 倍数 绘制 图 表 。 





表 1 引物 名 称 和 序列 
Table 1 List of primers used in this study 
































引物 引物 序列 (5 -3 ) 引物 用 途 
Primers Primer sequence Use of primers 
3575 F1 AGAACTGAAGCTTTCTCCAAGCCT 
RT-PCR for BGIBMGAO003573/4/5 
3575 RI TTCATCCCAGCGTAGTTGATCTC 
3572 Fl GTCAAAAACCCACGCAATTGCTA 
RT-PCR for BGIBMGAO003572 
3572 R1 ACACACAGCCAACATAACGAAACGC 
3571 F1 GAATCGAAGTGTGCTCCGAAAAT 
RT-PCR for BGIBMGAO003571 
3571 RI TTGAGAGGACATAGAATGCCACG 
BmRpB F1 TCGTCATCGTGCTAAGCTCAA 
RT-PCR for BmRpl3 
BmRpl3 R1 TTTGTATCCTTTGCCCTTGGT 
3575 F2 TCAACCAGCGACCAAACAGGC 
qPCR for BGIBMGA003573/4/5 
3575 R2 CGTAGAATGACAGCGACAGCA 
3572 F2 AGCCTTGAGGTCTTTGGTGC 
qPCR for BGIBMGA003572 
3572 R2 CCTATCATGGGTCCGACACT 
3571 F2 TCAGAATAGCGTAGCCTTTG 
qPCR for BGIBMGA003571 
3571 R2 CCACTACAAGCCCTCCAAT 
BmRpl3 F2 CGGTCTTGTTGGATACATTGAG 
qPCR for BmRpl3 
BmRpl3 R2 GCTCATCCTGCCATTTCTTACT 
3572 F3 ACATGTTTGTCGATTGTTTGCG 
Cloning of BGIBMGAO003572 
3572 R3 CACGGTGGGACTTTACCCTAT 


1.7 候选 基因 BGIBMGAO003572 的 克隆 

从 NCBI 数据 库 下 载 BGIBMGAO03572 基 
(GenBank 登录 号 : XM_004929982.3 ) 的 全 长 cDNA 
序列 ,用 NCBI 引 物 设计 工具 Primer-BLAST 在 其 和 
UTR 区 和 3'UTR 区 设计 引物 ,利用 设计 的 引物 分 别 
扩 增 Dz 和 oc 中 该 基因 的 编码 区 序列 并 测序 ,PCR 
体系 和 条 件 同 1. 5 节 , 克隆 引物 见 表 1。 利 用 





序列 进行 比 对 , HMMER ( http: // www. ebi. ac. uk/ 
Tools/hmmer/ ) 在 线 软件 对 其 编码 蛋白 的 结构 进行 
预测 。 
1.8 数据 统计 分 析 

数据 分 析 采 用 GraphPad Prism 7 软件 进行 处 理 
分 析 。 尿 酸 含量 和 基因 表达 量 测定 结果 用 平均 值 + 
标准 差 (SD) 表示 。 野 生 型 Dz 和 油 看 突变 品系 oc 















































BioEdit 软件 对 BGIBMGA003572 编码 蛋白 的 氨基 酸 








之 间 的 差异 采用 i 检验 进行 多 重 比较 。 
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胞 的 运输 障碍 引起 的 。 本 研究 对 Dz 和 oc 体 壁 和 血 
2 结 淋巴 中 的 尿酸 含量 进行 了 测定 (图 2) 。oc 突变 体 体 


2.1 体 壁 和 血 淋 巴 中 的 尿酸 含量 


Tamura 和 Akai( 1990 ) 通过 体 辟 细胞 的 亚 显 微 


结构 分 析 ,推测 oc 突变 体 可 能 是 由 于 尿酸 到 体 壁 细 


























人 





壁 中 的 尿酸 含量 


中 ,两 者 中 的 尿酸 含 
突变 体 中 尿酸 合成 途径 可 
淋巴 到 体 壁 细胞 的 运输 过 程 可 能 出 现 了 问题 。 














B 


量 比 Dz 中 
量 没 





的 明显 降低 , 而 在 血 淋 巴 
有 了 明显 差异 ,这 提示 在 oc 
能 是 正常 的 ,而 尿酸 从 血 
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图 2 FEMKE Dz 和 油 看 突变 品系 oc 5 龄 4 天 幼虫 体 壁 (A) 和 血 淋 巴 (B) 中 的 尿酸 含量 





Fig. 2 Uric acid content in the integument ( A) and hemolymph (B) of day 4 5th instar larvae of 


the wild-type strain Dz and the oc mutant strain of Bombyx mori 


图 中 数据 为 平均 值 +SD (n=3), Data in the figure are mean + SD (n 23). 


2.2 多 态 性 markers 的 筛选 

本 研究 一 共 设 计 了 189 对 引物 用 于 多 态 性 
markers 的 筛选 ,最 后 通过 亲本 之 间 PCR. 产物 长 度 多 
态 性 筛选 出 11 个 多 态 性 markers 用 于 oc 突变 基因 的 
连锁 分 析 , 其 中 3 个 多 态 性 markers 位 于 nscaf2838 
上 ,8 个 多 态 性 markers 位 于 nscaf2674 上 ( 表 2)。 
2.3 oc 突变 基因 的 精细 定位 

本 研究 首先 用 144 个 BC, 代 个 体 和 6 个 























= 差异 极 显 著 Extremely significant difference ( P «0.01) (t 检验 t-test). 


markers 将 oc 突变 基因 定位 在 了 M6 fü M4 两 个 
marker 之 间 , 物 理 距 离 约 为 1.806 Mb( 图 3: A), 
为 了 进一步 缩小 oc 突变 基因 的 连锁 区 域 ,进一步 在 
M6 和 M4 两 个 markers z^[BlffiXe3mH markers, f 
后 总 共 使 用 1 397 个 BC, 代 个 体 将 oc 突变 基因 定 
位 在 MIO 5j M11 两 个 markers 之 间 ,物理 距离 约 为 
234 kh ,如 图 3(B) 所 示 。 











R2 油 乔 突变 品系 oc 突变 基因 连锁 分 析 多 态 性 markers 

Table 2 Polymorphic markers used in the linkage analysis for the oc mutant of Bombyx mori 
编号 正 向 (5 737) 反 向 (5 -3^) 位 置 (pp) 
Code Forward Reverse Position 
MI ATACTAGCTCAACTGTCGTATC CCCTACTAACAATTCATTACGC nscaf2838 , 298 863 — 299 937 
M2 CATCATGGAGAGCAGTTAAATC CAATACAGACAATATCAGTGGC nscaf2838,, 1 286 112 -1 287 294 
M3 ACGTGGATGGTATCCTTGTTTGA CTCTTAAATCTGTGCGGTAAGCG nscaf2838 , 254 6087 -2 547 226 
M4 CTAGAAACGGTAGGAGTAGTCGC CATCGTCCGTGAAACGTAATCAG nscaf2674 , 2 619 344 —2 619 963 
M5 GCTAGATCGTICAAGCGGTAGTA TGAAACCGAACGTCACTTGAATG nscaf2674 , 7 477 943 -7 478 889 
M6 GTATTGGATTCGTGAAGAGCGTG GTGAACACGGTTGGAATTAAGCA nscaf2674 , 339 751 —340 716 
M7 GTTATCGCTTCAGCCAATCTTCC CCTTGATACGCGAGGTCAAAATC nscaf2674 , 1 330 200 -1 330 984 
M8 CGTGACACAGGCTATAATCGGTA CCACGTAATTTGCGCTGTAGTAG nscaf2674 , 2 144 914 -2 145 663 
M9 GGTAAAGAACTCGCAAGCCATATC ATTGCTCCCAAGTCTGACACTATT nscaf2674, 1 826 925 -1 827 477 
M10 TGACAAATTACTCGAAGCGTTGA TTTGCCGGATTATACAACTGGTC nscaf2674, 1 422 129 —1 423 190 


M11 


AACCTGTCTCAAACGCATTCTAG 


GGTTGCATTTGGTCCATACAAAC 





nscaf2674 , 1 655 720 -1 657 057 
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定位 图 














Fig. 3 Fine mapping of the candidate genes for oc mu 


tation in Bombyx mori 











A: 初 定位 所 用 的 markers ( Markers used for the low-density linkage map) ; B: 精细 定位 所 月 








日 的 markers ( Markers used for the high-density linkage 


map); C: oc 紧密 连锁 区 间 候 选 基因 BGIBMGA003575, BGIBMGA003574, BGIBMGA003573 , BGIBMGA003572 和 BGIBMGA003571 ( Predicted 
candidate genes BGIBMGA003575, BGIBMGAO03574 , BGIBMGA003573, BGIBMGAO003572 and BGIBMGAO03571 in the oc tightly linked region) . 


2.4 oc 突变 基因 连锁 区 间 候 选 基因 的 分 析 及 鉴定 BGIBMGAO03575, BGIBMGAO03574 和 BGIBMGAO03573 
利用 家 看 基因 组 数据 库 SilkDB 对 oc 连锁 区 间 的 CDS 序列 放 到 日 本 家 看 数据 库 SilkBase ( http : // 

















内 的 基因 进行 检索 ,发 现 这 个 区 间 有 5 个 预测 基因 ， silkbase. ab. 
分 别 是 BGIBMGA003575 ( GenBank 登录 号 : XM _ fr 检索 ， 





a. u-tokyo. ac. jp/cgi-bin/index. cgi ) 中 进 
发 现 这 3 个 序列 都 比 对 到 


012693714.2) , BGIBMGA003574 ( GenBank 登录 号 : — KWMTBOMO02966 ( 日 本 家 大 数据 库 中 的 编号 ) 基 
XM_012693714. 2), BGIBMGAO03573 ( GenBank 登 ”上 ,这 揭示 BGIBMGA003575, BGIBMGA003574 和 
录 号 : XM_012693710.2)，, BGIBMGA003572( GenBank ”BGIBMGA4003573 编码 同一 个 蛋白 。 弹 性 蛋白 主要 
登录 号 : XM. 004929982. 3) 和 BGIBMGA003571 位 于 内 质 网 膜 和 高 尔 基 体 上 ,具有 运输 小 泡 的 功能 
(GenBank 登录 号 : XM_012693712. 2 ) 。 候 选 基 因  ( 陈 全 梅 等 , 2011) ; BGIBMGAO003572. 编码 一 个 单 羧 
在 家 符 基 因 组 数据 库 中 的 基因 注释 和 其 在 NCBI 数 酸 转运 蛋白 9 的 蛋白 ,在 人 类 上 肠 道 中 可 能 参与 了 尿 

















据 库 中 的 同 源 比 对 结果 显示 BGIBMGAO03575 和  ” 酸 的 排泄 ( Nakayama et al., 2013) ;BGIBMGA003571 











BGIBMGA003574 编码 同一 个 蛋白 ,被 注释 为 弹性 蛋 
F1, BGIBMGA003573 编码 蛋白 也 被 注释 为 弹性 和 蛋 








Rom 














i3 — 4 TORIS SREL 1 的 蛋白 ,在 人 体 各 组 织 
普遍 存在 , 负责 单 羧 酸 转运 ( 曾 军 英 等 ,2008 ) 。 





白 ,我 们 将 BGIBMGA003573 编码 的 蛋白 序列 和 ”通过 在 线 预 测 软 件 Pfam 对 候选 基因 编码 蛋白 质 的 
BGIBMGA003575 编码 的 蛋白 序列 进行 比 对 发 现 两 者 。 结构 域 进行 预测 ,结果 如 表 3 所 示 。 


E» 








的 蛋白 序列 相同 ;将 家 看 基因 组 数据 库 SUKDB 中 








RI 油 乔 突变 品系 oc 连锁 区 间 候 选 基因 编码 蛋白 质 的 结构 域 分 析 


Table3 Domain analysis of the encoding proteins of the candidate genes in the oc mutant locus linkage region 




















x 氨基 酸 数 
基因 蛋白 名 称 二 结构 域 
. Number of . 
Gene Protein name Domain 


amino acids 


蛋白 注释 


Protein annotation 











EB SE B 
BGIBMGA003573/4/5 BmATL 745 至 酸 征 合 结构 域 弹性 蛋白 Atlastin 
Guanylate binding protein ( GBP) 
12 个 路 膜 结构 亏 痊 酸 疆 运 蛋白 9 
BGIBMGA003572 BmMCT9 547 个 跨 膜 结构 域 单 小 酸 转运 蛋白 
Twelve transmembrane domains ( TM) Monocarboxylate transporter 9 
10 PME gs RA] d Yo okbizTECI 
BGIBMGA003571 BmMCTI 397 个 跨 膜 结构 域 单 羧 酸 转运 蛋白 


Ten transmembrane domains 


(TM) Monocarboxylate transporter 1 
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本 研究 对 Dz 和 oc 血 淋 巴 及 体 壁 中 的 尿酸 含量 Foe 突变 体 的 表 型 有 关 , BGIBMGA003572 拟 是 导 
进行 了 测定 ,结果 提示 oc 突变 体 可 能 是 由 于 尿酸 从 Boe 突变 的 候选 基因 之 一 。 
血 淋 巴 到 体 壁 细胞 运输 问题 。Tamura 和 Akai 













































































(1990) 曾 推测 ,oc 突变 体 可 能 是 由 于 尿酸 不 能 转运 M 
到 体 壁 细胞 导致 的 突变 。 为 了 确定 oc 突变 的 靶 基 
对 oc 候选 基因 在 Dz 和 oc 幼虫 体 壁 中 的 表达 量 BGIBMGAO03572 
fT I 4r, RT-PCR(É 4) fll qPCR( EI 5) RAR 
SU zn , BGIBMGAO03572 在 oc 幼虫 体 壁 中 的 表达 量 BGIBMGAO03575 
显著 性 低 于 Dz 中 的 表达 量 , 而 其 他 3 个 基因 的 表达 
量 在 两 者 间 没 有 显著 性 差异 。 为 了 验证 BmRpl3 
BGIBMGA003572 在 oc 幼虫 体 壁 中 表达 量 的 降低 是 
oc 突变 体 所 特有 的 ,利用 另外 8 个 家 蛋品 系 ( 包 括 图 4 MAREMA oc 突变 候选 基因 的 
两 个 油 乔 突变 体 oe 和 ok) 对 BGIBMGAO03572 的 表 RT-PCR 分 析 














达 量 进行 了 分 析 , 如 图 6 所 示 。BG1BMG4003572 的 Fig. 4 RT-PCR qu of the san dle genes for 
oc mutation 1n Bombyx morti 


- A 里 
表 达 在 其 他 JL fü 系 中 没 有 受 2 到 沉 默 ， 说 明 BGIBMGA003575 , BGIBMGA003572 和 BGIBMGA003571 为 候选 


BGIBMGA003572 的 低 表 达 可 能 是 oc 突变 体 特 有 Io BGIBMGA003575, BGIBMGA003572 and BGIBMGA003571 
的 。 据 此 推测 BGIBMGAO03572 基因 表达 达 量 的 降低 are candidate genes. 
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Relative expression level 
相对 表达 量 
Relative expression level 
相对 表达 量 
Relative expression level 





Dz oc Dz oc Dz oc 
KEMA 家 看 品系 家 不 品系 
Silkworm strains Silkworm strains Silkworm strains 


图 5 油 看 突变 品系 oc 突变 候选 基因 的 qPCR 分 析 
Fig. 5 qPCR analysis of the candidate genes for oc mutation in Bombyx mori 
A: BGIBMGAO03571; B; BGIBMGAO003572; C: BGIBMGA003573/4/5.. 图 中 数据 为 平均 值 + SD (n 23), Data in the figure are mean + SD (n= 
3). “差异 极 显 著 Extremely significant difference ( P «0.01) (t F3 t-test). 
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图 6 ， 半 定量 PCR 检测 BGIBMGCAO03572 在 不 同 家 春 品 系 体 壁 中 的 表达 特征 
Fig. 6 Expression pattern of BGIBMGA003572 in the integument of different strains of 


BGIBMGAO003572 










BmRpl3 











Bombyx mori detected by semi-quantitative PCR 


2.5 候选 基因 BGIBMGA003572 的 克隆 HMMER 在 线 软件 预测 BGIBMGAO03572. 编码 的 蛋 
为 了 对 候选 基因 BGIBMGA003572 进一步 分 析 ， 白 有 12 个 跨 膜 区 ,其 中 前 6 个 跨 膜 区 属于 主要 协助 
克隆 BGIBMGA003572 编码 区 的 cDNA 序列 ,结果 显 转运 蛋白 超 家 族 ( major facilitator superfamily, MFS) 


示 BGIBMGA003572 编码 区 可 推测 出 544 个 氨基 酸 。 ”结构 域 和 12 个 路 膜 区 ( 邓 东 和 颜 宁 , 2015 ) 。 进 一 
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步 通过 比 对 oc 突变 体 和 对 照 Dz 的 BGIBMGA003572 
编码 的 氨基 酸 序列 发 现 ,在 oc 突变 体 中 ,有 5 个 所 
基 酸 发 生 了 变化 ,分 别 是 :第 47 位 氨基 酸 由 茶 丙 氮 
酸 变 成 了 异 亮 氨 酸 ,第 241 位 氨基 酸 由 两 所 酸 变 成 
了 苏 氮 酸 ,第 242 位 氨基 酸 由 丝氨酸 变 成 了 丙 氨 酸 ， 
第 536 位 氨基 酸 由 赖 氨 酸 变 成 了 天 冬 氨 酸 , 第 538 








位 氨基 酸 由 谷 氮 酸 变 成 了 谷 丙 酰胺 (图 7)。 通 过 
MFS 及 跨 膜 结构 域 序列 比 对 发 现 ,这 几 个 突变 位 点 
都 不 包含 在 跨 膜 结构 域 中 ,它们 在 oc 突变 体 中 的 改 
变 是 否 对 BGIBMGAO003572. 的 功能 产生 影响 还 有 待 











Dz 70 
oc 70 
Dz QVTLAIAGFSANIALKSLSLROVGLIGAFIYTLASFLAIFVVSTTQLIVTNGFLOGLGMGLLIPVSYITSF 140 
oc OVTLAIAGFSANIALKSLSLRQVGLIGAFIYTLASFLAIFVVSTTOLIVTNGFLQGLGMGLLIPVSYTSFE 140 
E] 
DZ LYLSLCKASIGLITMLYPLFIKFTITOQOYGFRGTLAIICAISAHSIFGALVMHPVQOWYMVRKK, 210 
oc 4XVLYLSLCKASIGLITMLYPLFEIKFTITQYGFEGTLAIICAISAHSIFGALVMHPVOWYMVEK 210 
Dz LKTCEKIVLIPPTPAIEAGKEKFHFNSNTTRWIKGAENARSVENLYAIKRTGSOKRPTELLFVPKLADSRRL 280 
oc LKTCEKIVLIPPTPAIEAGKEKFHFNSNTTIŅAKGAENARSVENLYAIKRTGSQKPTELLFVPKLADSRRLI 280 
Dz SIPVVLIPGETKADSKFNSSDNVYLENLYKAASVSSLGNFGNIAAEPMPVIKNKEGKWQTIMEYLDLTLII 350 
Oc SIPVVLIPGETKADSKFNSSDNVYLENLYKAASVSSLGNFGNIAAEPMPVIKNKEGKWOQTIMEYLDLTLL 350 
Dz KDLVYDNIIVGMALTFFADLTFFETLEPLFLDKVNLNRSQIANIIALGGATDMCARLFLGVAGQFFIMNSR 420 
oc KDLVYDNIIVGMALTFFADLTFETLEPLFLDKVNLNRSQIANIIALGGATDMCARLFLGVAGQFFIMNSR 420 
Dz YMFFIGALFAAAFRLVMI QFTTYLPLLILTGILGALRSLVHIAQPIVMAEHVPIELYPSAYGLYMLLAGA 490 
oc YMEEIGALEAAAERLVMIQETTYLPLLILTGILGALRSLVHIAQPIVMAEHVPIELYPSAYGLYMLLAGAI 490 
Dz ISLSVGPMIGFIRDFTGSYVVAFVMLAVCNLCCVVPWAIEFI FRYINKIJRKLRNTDV 547 
ec ISLSVGPMIGFIRDFTGSYVVAFVMLAVCNLCCVVPWAIEFIFRYŇK®RKLRNTDVS 547 








EE 

















7 WES Dz 和 油 乔 突变 品系 oc 的 BGIBMG4003572 基因 编码 蛋白 的 氨基 酸 序列 比 对 


Fig. 7 Amino acid sequence alignment of BGIBMGAO03572. from the wild-type strain Dz and the oc mutant strain of Bombyx mori 
红色 框 表示 跨 膜 结构 域 , 蓝 色 框 表示 MFS 结构 域 。The red box indicates the transmembrane domain and the blue box indicates the MFS domain. 














3 讨论 


本 研究 主要 通过 基于 PCR 产物 多 态 性 markers 
的 定位 克隆 ,将 oc 突变 基因 定位 在 了 MIO 和 M11 
两 个 markers 之 间 , 物 理 距离 约 为 234 kb。 对 这 个 区 
域内 的 基因 进行 检索 发 现 , 该 区 间 有 5 个 预测 基因 : 
BGIBMGAO03575, BGIBMGA003574, BGIBMGAO03573, 
BGIBMGA003572 和 BGIBMGA003571。 通 过 序列 同 
源 性 比 对 发 现 BGIBMGA003575, BGIBMGAO03574 
和 BGIBMGA003573 编码 同一 个 蛋白 ,功能 注释 是 
atlastin ,与 人 类 遗传 性 痉挛 性 截 次 ( hereditary spastic 
paraplegia，HsP ) 疾病 有 关 ( 陈 全 梅 等 ，2011 ) 。 
BGIBMGAO003572. 和 BGIBMGA003571 编码 的 蛋白 分 


别 被 注释 为 单 羧 酸 转 运 蛋 日 9 ( monocarboxylate 
MCT9 ) $ $ F2 R2 rus EHI 
(monocarboxylate transporter 1, MCTI1 ), 2013 Œ, 
Nakayama 等 发 现 MCT9 的 错 义 突变 可 能 会 造成 肠 
道 对 尿酸 的 排泄 减少 ,从 而 导致 肾脏 超 负 和 蓓 痛 风 
( Nakayama et al., 2013) 。 这 说 明 MCT9 有 可 能 在 
人 类 尿酸 排泄 过 程 中 参与 了 尿酸 的 转运 。 另 外 ， 
Kiuchi 等 (2011 ) 发 现 伴 性 油 看 os 突变 是 由 一 个 编 
人 码 氨 基 酸 转运 蛋白 的 基因 发 生 突 变 导 致 的 。 单 其 酸 
转运 蛋白 和 氨基 酸 转 运 蛋 白 都 属于 溶 脂 载体 (solute- 
carrier, SCL) 家族 ( Kiuchi et al., 2011; Nakayama et 
al., 2013) 。 因 此 我 们 推测 BGIBMGAO003572 是 oc R 
变 体 的 候选 基因 之 一 。 血 淋巴 和 体 壁 中 尿酸 含量 的 
测定 结果 显示 oc 突变 体 可 能 是 由 于 尿酸 从 血 淋 巴 


transporter 9, 
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转运 到 体 壁 细胞 这 一 过 程 出 现 了 问题 ,检测 
BGIBMGAO003572 在 体 壁 中 的 表达 情况 ,结果 发 现 其 
表达 量 在 oc 中 显著 降低 ; 克隆 BGIBMGA003572. 编 
码 区 进行 测序 分 析 , 发 现在 oc 中 BGIBMGAO003572 
编码 的 蛋白 序列 有 5 个 氨基 酸 发 生 了 改变 ,这 几 个 
突变 位 点 都 不 包含 在 跨 膜 结构 域 中 。MCT9 在 人 体 
的 多 个 排泄 需 官 中 都 有 表达 ,包括 肠 和 肾脏 ,虽然 
Nakayama 等 (2013 ) 的 研究 已 经 发 现 MCT9 的 突变 
有 可 能 和 上 肠 道 对 尿酸 的 排泄 减少 有 关 , 但 至 今 仍 没 
有 确定 MCT9 是 一 个 尿酸 转运 蛋白 。 因 此 ,下 一 步 
我 们 将 通过 转基因 等 手段 对 BGIBMGA003572 的 功 
行 验证 ,确认 该 基因 是 否 是 导致 oc 突变 体 体 壁 
细胞 中 尿酸 含量 降低 的 原因 ,并 在 细胞 水 平 上 确认 
该 基因 编码 的 蛋白 是 否 具 有 转运 尿酸 的 功能 。 
综 上 所 述 ,本 研究 通过 对 oc 突变 基因 的 精细 定 
位 ,将 其 连锁 区 间 定 位 在 家 看 5 号 染色 体 nscaf2674 
的 1423 190 ~1 657 057 bp 之 间 , 该 区 间 物 理 距离 
A 234 kb ,有 5 个 预测 基因 。 其 中 编码 单 羧 酸 转 
白 9 的 BGIBMGAO03572 在 oc 突变 体 中 的 表达 
著 降 低 。oc 突变 体 的 表 型 可 能 和 
BGIBMGA003572 的 沉默 有 关 。 这 些 结果 为 进一步 
研究 oc 突变 形成 的 分 子 机 制 莫 定 了 实验 基础 。 
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